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Resumen

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares
(ECV) son la principal causa de muerte a nivel mundial. Ademas, las ECV son una de las
principales areas donde se han investigado diferencias en la epidemiologia, manifestacion
clinica, patofisiologia, tratamiento y resultados en ambos sexos.

El objetivo del siguiente estudio es el de la identificacion de los mecanismos moleculares
gue causan estas diferencias entre hombres y mujeres, con el fin de entender mejor la
biologia de las ECV que permita mejorar la precisioén en el diagndstico y proporcionar una
mayor efectividad en el tratamiento personalizado.

Para ello se llevd a cabo una busqueda sistematica de estudios con datos transcriptdmicos
de pacientes con ECV en las bases de acceso publico, siguiendo los estandares
establecidos en la declaraciéon PRISMA para la busqueda sistematica y metaanalisis. A
continuaciéon, para cada uno de los estudios seleccionados se realiz6 un andlisis de
expresion diferencial, enriquecimiento funcional de grupo de genes y andlisis de rutas de
sefializacion para encontrar estos mecanismos moleculares alterados en ambos sexos con
ECV. Finalmente se integraron los resultados de todos los estudios mediante un
metaandlisis a nivel de gen y funcién, que identific6 un gran numero de funciones
moleculares alteradas afectando de forma diferencial a hombres y mujeres

Palabras clave: transcriptomica, enfermedades cardiovasculares, -caracterizacion
funcional, metaanalisis

Abstract

According to the World Health Organization (WHO), cardiovascular diseases (CVDs) are
the leading cause of mortality at the global level. Moreover, CVDs are one of the main areas
where sex differences have been studied, finding differences in epidemiology, clinical
manifestation, pathophysiology, treatment and outcomes in both sexes.

The aim of this study is the identification of the molecular mechanisms that lead to these
differences between men and women in order to understand better the biology of CVDs and
to allow us to improve the precision of the diagnosis and the effectiveness and
personalization of the treatments.

By a systematic search of studies with transcriptomic data of patients with CVDs in the public
databases following the PRISMA standards for systematic review and meta-analyses, we
performed a differential expression analysis, gene set enrichment analysis and pathways
analysis to find the different altered molecular mechanisms in both sexes with CVDs. The
meta-analysis of these individual results showed a large group of altered molecular functions
affecting differentially in men and women.

Keywords: transcriptomics, cardiovascular diseases, functional profiling, meta-analysis.
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1.Introduccion

1.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de desoérdenes del corazén y de
los vasos sanguineos, entre los que se incluyen, cardiopatia coronaria, enfermedades
cerebrovasculares, arteriopatias periféricas, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita,
trombosis venosas profundas y embolias pulmonares.

Los ataques al corazén y accidentes cerebrovasculares (ACV) suelen ser fenbmenos
agudos que se producen principalmente por obstrucciones que impiden que la sangre fluya
hacia el corazén o cerebro. La causa mas frecuente en la formacién de depdésitos de grasa
en las paredes de los vasos sanguineos. También pueden deberse a la formacion de
coagulos de sangre o por hemorragias en los vasos cerebrales. Los ataques cardiacos y
ACYV suelen presentarse por la combinacion de factores de riesgo.

Las principales causas son una dieta malsana, la inactividad fisica, el consumo de tabaco
y alcohol. Estos factores comportamentales pueden manifestarse en forma de hipertensién
arterial, hiperglucemia, hiperlipidemia y sobrepeso y obesidad. Estos ultimos factores
pueden medirse en los centros de atencidon primaria y son indicativos de un aumento en el
riesgo de padecer una ECV. Estan promovidos principalmente por los cambios sociales,
economicos y culturales, como por ejemplo la globalizacién, la urbanizacién y el
envejecimiento de la poblaciéon. Otras causas son la pobreza, el estrés y los factores
hereditarios.

Evitar o reducir los factores de riesgo comportamentales reducen el riesgo de padecer ECV.
También se pueden administrar tratamiento farmacolégico para la diabetes, hipertensiéon o
hiperlipidemia con el fin de reducir el riesgo cardiovascular y prevenir los ataques cardiacos
y accidentes cerebrovasculares.

1.1.1. Epidemiologia las enfermedades cardiovasculares y su diferencia
por sexos

Segun los datos de la OMS, las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo.
En 2015 murieron por enfermedades cardiovasculares 17,7 millones de personas, que
representan el 31% de todas las muertes registradas en el mundo. De estas muertes, 7,4
millones se debieron a cardiopatia coronariay 6,7 millones a accidentes cerebrovasculares.

Mas de % partes de las defunciones por enfermedades cardiovasculares se producen en
los paises de ingresos medio-bajos. De los 17 millones de muertes de personas menores



de 70 afios atribuibles a enfermedades no transmisibles, un 82% se corresponden a los
paises de ingresos medio y bajos y un 37% se deben a las enfermedades cardiovasculares.

La mayoria de las ECV pueden prevenirse actuando sobre factores de riesgo
comportamentales, como el consumo del tabaco, dietas malsanas y obesidad, la inactividad
fisica o el consumo nocivo de alcohol*.

Para las personas con un alto riesgo cardiovascular que presentan uno o mas factores de
riesgo, como hipertensién arterial, diabetes, hiperlipidemia o alguna ECV ya confirmada,
son fundamentales la deteccion precoz y el tratamiento temprano, por medio de servicios
de orientacion o la administracion de farmacos, segun corresponda.

Numerosos estudios demuestran que hay diferencias en la prevalencia, diagnéstico,
manifestaciones clinicas y patofisiologia de diversas enfermedades cardiovasculares??,
como por ejemplo angina e infarto agudo de miocardio o arteriopatia periférica, en relacion
al sexo. Otra enfermedad en la que se han descrito diferencias y desigualdades en cuanto
al género es la cardiopatia isquémica crénica, en la que se describen diferencias en la edad
de aparicion, su fisiopatologia, comorbilidad con otros factores de riesgo, especificidad de
pruebas diagnoésticas, tratamientos y resultados, siendo el pronéstico mas desfavorable
para las mujeres y hombres de grupos sociales desfavorecidos®.

Uno de los factores que puede aumentar esta prevalencia, es la presencia de un cuadro
de sintomas atipicos en mujeres que causan errores en el diagnéstico o un retraso en el
mismo, implicando una mayor mortalidad en mujeres , generando importantes diferencias
en los tiempos de supervivencia®. La esperanza de vida es mayor en las mujeres, por lo
gue estas enfermedades suelen aparecer en etapas mas tardias®*.

También se suelen administrar tratamientos diferentes. Se prescriben mas antiagregantes,
estatinas y vasodilatadores periféricos a varones que a mujeres. Sin embargo, se
prescriben mas anticoagulantes y diuréticos a las mujeres. Se realizan mas intervenciones
en los varones y un mayor control de la dislipemia, por tanto, en mujeres la prevencion de
las ECV es mas deficitaria®. Es por ello que son necesarios los estudios para el seguimiento
a largo plazo de la prevencion de las ECV en las mujeres y equiparar el abordaje de estas
enfermedades de gran importancia y prevalencia en la sociedad actual en ambos sexos.

Como factores de riesgo, en hombres destaca el tabaquismo, mientras que en mujeres hay
mas comorbilidad con diabetes tipo 2, hipertension arterial sistémica, obesidad y
sedentarismo®®. Ademdas, en mujeres hay factores de riesgo especificos como son
complicaciones después del embarazo, partos prematuros o neonatos con bajo peso al
nacer, menopausia y terapia hormonal de reemplazo, anticonceptivos orales, sindrome de
ovario poliquistico, entre otros®.

Generalmente, las mujeres padecen cardiopatia isquémica crénica unos 10 afios después
de los hombres, aunque la supervivencia de mujeres mayores de 65 afios es similar a los
hombres de la misma edad. En hombres, se reporta que el infarto de miocardio es una de
las causas principales de muerte en la edad media de vida y padecen mas enfermedades
coronarias obstructivas y una mayor incidencia de muerte subita*.
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Entre las diferencias anatémicas, fisiopatoldégicas y hormonales por sexo, destacan las
siguientes:

En mujeres:

Los estrégenos intervienen en la vasodilatacion y mejoran la funcion endotelial a
través del 6xido nitrico.

Las hormonas sexuales estan implicadas en cascadas adaptativas de sefializacion
del miocardio a presion y sobrecarga de volumen, que incluyen la sefializacion del
calcio, sintesis de Oxido nitrico y mecanismos profilacticos.

Padecen con mayor frecuencia enfermedad de un solo vaso, disfuncién de la
microvasculatura con alteraciones de la microcirculacion, vasoespasmo coronario y
diseccion de las arterias coronarias.

Algunas pruebas diagnésticas tienen menor especificidad, como por ejemplo la
prueba de esfuerzo.

Tienen mayores complicaciones después de una intervencién coronaria invasiva.
Padecen con mayor frecuencia insuficiencia cardiaca diastdlica con funcién sistélica
normal e hipertrofia concéntrica ventricular con la fraccion de eyeccion mantenida.
Después de una reparacién de la valvula aértica presentan regresion mas rapida de
la hipertrofia y de las dimensiones del ventriculo izquierdo.

Presentan miocardiopatia de Tako-Tsubo asociada a situaciones de estrés
importante.

Estdn mas expuestas a los farmacos, en la que pueden padecer mas efectos
adversos de los betabloqueantes, de los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina y los diuréticos.

En hombres:

Presentan mas estenosis del tronco coronario y enfermedad de mdultiples vasos.
Desarrollan con mayor frecuencia insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccién
reducida e hipertrofia excéntrica con ventriculo dilatado.

Interpretan mas rapido sus sintomas como secundarios a la insuficiencia cardiaca y
por tanto inician el tratamiento mas temprano y de forma mas especifica.

A continuacion, se describen algunas de las enfermedades cardiovasculares mas
importantes en las que se han descrito diferencias por sexo y género:

1.1.2. Estenosis Aodrtica

La estenosis adrtica es una de las enfermedades valvulares mas frecuente y grave®. En la
estenosis adrtica, se produce una estrechez en la valvula que restringe el flujo de sangre
desde el ventriculo izquierdo a la aorta y puede producir aumento de presion en la auricula
izquierda.

En la poblacién Europea, la prevalencia de estenosis aortica es del 5% entre personas de
70 a 79 afios y hasta el 10% en personas mayores de 80 afios?. En el caso de estenosis
aodrtica debido a un defecto congénito de valvula biclspide es hasta 3 veces mas frecuente
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en hombres que en mujeres, mientras que la estenosis adrtica degenerativa es mas
frecuente en mujeres que en hombres.

A pesar de que muchos casos se deben por un defecto congénito llamado valvula adrtica
bicuspide, la mayoria de casos se desarrolla durante el envejecimiento por el efecto del
calcio. A continuacién se describen los aspectos fundamentales de esta patologia:

e Sintomas. No siempre se producen sintomas, pero entre ellos destaca falta de
aliento, dolor en el pecho (angina), debilitamiento (sincope), palpitaciones,
reduccion en la capacidad de realizar actividades que requieren un esfuerzo leve y
soplo cardiaco®.

e Factores de riesgo. La estenosis adrtica afecta principalmente a gente de edad
avanzada como resultado de la cicatrizacion y acumulacion de calcio en la cuspide
de la valvula. La causa mas frecuente en individuos jovenes es por defecto
congénito (valvula bicuspide) o por un crecimiento irregular en la que la abertura no
crece junto al corazon, por lo que el corazon tiene que trabajar mas. Con los afos,
la valvula defectuosa se vuelve rigida y estrecha debido a la acumulacién de calcio.

e Diferencias en cuanto al sexo. La manifestacion clinica no suele diferir entre
hombres y mujeres, sin embargo, como consecuencia del aumento de la presion de
recarga en el ventriculo izquierdo, las mujeres suelen desarrollar una hipertrofia
concéntrica con una cavidad interna menor y una pared muscular mas gruesa que
en hombres?.

e Diagnéstico. El diagnéstico de estenosis adrtica no difiere entre hombres y mujeres,
aungue la medida de la calcificacion medida por tomografia es mas marcada en
hombres que en mujeres.

e Tratamiento. Se ha reconocido mayores complicaciones y fallecimientos en mujeres
gue han recibido tratamiento quirtrgico de reemplazo de valvula adrtica®. Sin
embargo, tratamientos como la implantacion de un transcatéter de valvula aértica
ha reportado mejoras en cuanto a la supervivencia®.

1.1.3. Enfermedad de las arterias coronarias

Segun la OMS, las principales causas de muerte a nivel mundial son la cardiopatia
isquémica y el accidente cerebrovascular, ocasionando 15,2 millones de defunciones en
2016, manteniéndose también como principales causas de mortalidad durante los ultimos
15 afios.
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Las 10 principales causas de muerte en los paises de

ingreso mediano bajo en 2016
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Figura 1.1: Principales causas de muerte en paises con ingreso medio seglin datos de la OMS.
Fuente: https//www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death

Esta enfermedad isquémica estad ocasionada principalmente por la enfermedad arterial
coronaria, en la que se forman placas en las venas coronarias donde se acumulan lipidos
y células inflamatorias y con ello, disminuye su capacidad de aporte de oxigeno y nutrientes
al musculo cardiaco, produciendo asi un dafio y fibrosis del musculo cardiaco y también
una disminucién del aporte sanguineo’.

Heart Normal
artery

Plaque Blocked
artery

Figura 1.2: Formacion de una placa de ateroma en la enfermedad de las arterias coronarias. Fuente:
https://www.nhlbi.nih.gov/health-topics/ischemic-heart-disease
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Entre los factores que desencadenan la enfermedad, destacan los factores modificables
como son la Diabetes Mellitus, hipertensién, consumo de tabaco, hiperlipidemia, obesidad
y estilo de vida sedentario, mientras que entre los factores no modificables destacan el
sexo, la edad y la predisposicion genética’8.

Diferencias en cuanto al sexo:

También se han reportado diferencias en cuanto al sexo?°. En cuanto a su manifestacion,
suele desarrollarse de 7 a 10 afios mas tarde en mujeres con respecto a los hombres®.
Generalmente, se manifiesta como sindrome agudo coronario, infarto de miocardio con
elevacién del segmento ST o sin el elevamiento del segmento ST entre 3y 4 veces mas en
hombres que en mujeres por debajo de los 60 afios. Sin embargo, por encima de los 75
afos, la mayoria de casos se reportan en mujeres.

Como se ha comentado anteriormente, la enfermedad arterial isquémica del corazon afecta
tanto a hombres como a mujeres y también se han reportado diferencias clinicas en cuanto
al sexo. Los hombres suelen presentar mas casos de enfermedad arterial coronaria del tipo
obstructivo, mientras que las mujeres suelen presentar mas casos de enfermedad arterial
del tipo no obstructivo y debido principalmente a alteraciones vasculares, como disfuncién
endotelial o espasmos?.

Ademas del sexo, la edad también es un factor importante para la enfermedad isquémica
del corazén. En los hombres, el riesgo de padecer la enfermedad isquémica del corazon
aumenta a partir de los 45 afios. En las mujeres, antes de la menopausia, presentan un
menor riesgo de padecer la enfermedad que los hombres. Sin embargo, a partir de los 55
anos, el riesgo de padecer la enfermedad se equipara al de los hombres. Esto es debido

principalmente a que disminuye el efecto protector del estrogeno después de la menopausia
8,9

En la mujer, la diabetes es el factor de riesgo que mayor afecta al desarrollo de enfermedad
arterial coronaria, en relacion incluso a los hombres. Ademas, las mujeres pueden presentar
factores de riesgo especificos, como por ejemplo diabetes gestacional que también
aumenta el riesgo de padecer la enfermedad?.

Diagndstico:

También se ha reportado un diagnéstico diferencial entre hombres y mujeres.
Generalmente, las mujeres acuden mas tarde a los centros de salud, por lo que puede
conllevar a un diagnéstico mas tardio y a un mayor progreso de la enfermedad*. Se han
descrito una serie de marcadores que pueden contribuir a un mejor diagnéstico diferencial
entre hombres y mujeres, como es el caso de la medicion de los niveles de troponina | en
el caso de infarto agudo de miocardio?.

Ademads, la interpretacion de los resultados no invasivos es menos fiable en mujeres que
en hombres ya que suelen ser resultados anormales®. Por ejemplo, en los
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electrocardiogramas tienen menor sensibilidad y especificidad para pequefas pruebas de
esfuerzo en mujeres, ya que la puntuacion ha sido ajustada principalmente a hombres.

La angiografia tampoco es fiable, ya que las mujeres por debajo de los 60 afios no suelen
presentar alteraciones obstructivas como ocurre en los hombres y por tanto, suelen ser infra
diagnosticadas.

1.2. Datos omicos y tecnologias de alto rendimiento

El ADN o acido desoxirribonucleico es la molécula que tiene la funcién fundamental de
almacenamiento de la informaciébn genética para construir otros componentes
fundamentales de las células, como son proteinas y moléculas de ARN o acido ribonucleico,
fundamentales para el desarrollo y funcionamiento de los organismos vivos, ademas de ser
responsable también de la transmision hereditaria®.

Este ADN estd formado por 2 hélices antiparalelas compuestas por nucle6tidos. Cada
nucleétido esta compuesto por una base nitrogenada, que son la Adenina (A), Timina (T),
Citosina (C) y Guanina (G), ademas de presentar una desoxirribosa y un grupo fosfato. La
disposicién de estas bases nitrogenadas a lo largo de la cadena de ADN es la que codifica
la informacion genética.

Para que esta informacién genética pueda ser utilizada para realizar las funciones de la
célula, es necesario que se copie la informacion de ADN a ARN o acido ribonucleico,
proceso llamado transcripcién. Este ARN sirve a su vez de molde para la sintesis de
proteinas a partir del proceso de traduccion o bien realizar un gran nimero de funciones
reguladoras?®.

El proceso desde la secuencia que contiene la informacién genética (gen) hasta pasar por
molécula de ARN mensajero en el proceso de transcripcion y finalmente a proteina en el
proceso de traduccion, es el dogma central de la biologia molecular!.

Con el fin de estudiar cada uno de estos procesos a fin de entender las funciones
moleculares, se han desarrollado diferentes ramas en biologia molecular, centradas en
cada proceso. De esta forma, la gendmica es la ciencia que estudia el genoma o conjunto
de genes de un organismo. La transcriptomica es la ciencia que se encarga del estudio del
conjunto de ARN del organismo y la proteémica la ciencia encargada del estudio de las
proteinas del organismo.

Este conjunto de ciencias reciben el nombre de dmicas y puesto que se centran en el
estudio de todo el conjunto de moléculas de cada apartado, se genera una gran cantidad
de informacién que es necesaria de almacenar en bases de datos.
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Debido al incremento de usos de tecnhologias de alto rendimiento, como son la
secuenciacion masiva y los microarrays, se ha generado una gran cantidad de informacion
cuyo procesamiento y andlisis permiten identificar y comprender los procesos que ocurren
en el organismo y cuya alteracion puede ser causante de las enfermedades??.

1.2.1. Transcriptémica

Como se ha comentado en el apartado anterior, la transcriptémica es la ciencia encargada
del estudio del conjunto de ARN de una célula o grupo de células en un momento dado.
Este ARN mensajero procedente de la transcripcion de ADN puede contener la informacion
para codificar una proteina y por tanto, es ARN codificante. También puede tener una
funcién reguladora y no dar lugar a proteinas y ser por tanto ARN no codificante.

La expresion de ARN mensajero varia con las condiciones del medio frente a respuesta a
estimulos externos y gracias a su estudio, se permite aumentar el conocimiento de los
mecanismos alterados en ciertas enfermedades, en la que las funciones celulares normales
se ven alteradas.

Hay 2 formas principales de estudiar la expresion genética y son mediante el uso de
microarrays y las tecnologias de secuenciacion de ARN.

Los microarrays son pequefios chips donde hay insertadas secuencias de
oligonucledtidos®®. Normalmente las muestras de ARN a estudiar son marcadas con
fluorescencia y dependiendo de la secuencia, hibridan con estos oligonucleétidos. La
intensidad de fluorescencia detectada es proporcional a la expresién de ese gen o
secuencia de ARN mensajero.

La secuenciacién de ARN o RNA-seq es la técnica que permite detectar todos los ARN
mensajeros presentes en ese momento en la célula o grupo de células'®. Permite identificar
tanto genes conocidos como desconocidos. Previamente a la secuenciacion, la molécula
monocatenaria de ARN mensajero es transformada a ADN complementario (ADNc)
mediante transcripcion inversa o retrotranscripcion. Seguidamente se amplifican estas
copias y se alinean con el genoma de referencia, con el fin de determinar los niveles de
expresion de cada gen.

1.2.2. Analisis transcriptomicos

Hay diferentes estrategias de analisis de datos émicos y se deben adaptar al tipo de dato a
analizar, asi como también al objetivo del estudio.

En concreto, con los datos transcriptdmicos, se requiere un preprocesamiento de los datos,
gue dependera de la tecnologia de alto rendimiento empleada. Como se ha comentado
anteriormente, los datos obtenidos de estudios transcriptomicos provienen de tecnologia de
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microarrays y de RNA-seq, principalmente!4, De estos estudios, se obtienen matrices que
contienen la cuantificacion de la unidad biolégica de interés. Las columnas contienen la
informacion de las muestras y las filas, las sondas empleadas o genes.

En el caso de microarrays, contienen la informacion del nivel de transcripcion de cada
sonda, mientras que en el caso de RNA-seq, contienen la informacion de los conteos de los
transcritos.

Las estrategias de andlisis de datos transcriptomicos'® mas comunes son:

1) Analisis de expresion diferencial: su objetivo es la identificacion de genes o
transcritos que varian su expresion entre los diferentes grupos experimentales.

2) Prediccion de clases: a partir de un conjunto de datos que sirven de entrenamiento
para el modelo, con perfiles de transcripcion diferentes entre las diferentes
condiciones, es posible determinar un predictor supervisado que clasifique nuevas
muestras.

3) Analisis de cluster: su objetivo es el de agrupar las diferentes muestras o grupos
de genes, a partir de un patron de expresion comun. Este tipo de andlisis también
se denomina clasificacion no supervisada.

Caracterizacion funcional:

A partir de la informacion obtenida en los analisis comentados anteriormente, es posible
identificar genes o transcritos que pueden tener un patron de expresion similar y determinar
de esta forma, hip6tesis sobre los mecanismos que pueden estar siendo alterados en las
condiciones de enfermedad. Por lo tanto, es interesante ademas de determinar qué genes
o transcritos estan alterados ante estas situaciones, detectar las funciones moleculares en
las que participan estos genes, mediante diferentes estrategias de caracterizacion
funcional.

Para ello, se requiere la informacion disponible en bases de datos, en la que se describen
las funciones o procesos biolégicos en los que estan implicados los genes, haciendo de
esta forma mas facilmente interpretables los resultados. Alguna de las bases de datos més
utilizadas para llevar a cabo la caracterizacion funcional son las siguientes:

e Gene Ontology (GO)¥*: Contiene la informacién que relaciona los genes con
funciones especificas en las que intervienen. Los términos estan organizados
jerérquicamente en 3 ontologias que describen procesos biolégicos (BP),
componentes celulares (CC) y funciones moleculares (MF).

e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)!": Uno de los aspectos mas
interesantes de esta base de datos es que dispone de informacién acerca de las
rutas metabdlicas en las que participan los genes, organizados en forma de red.

e Reactome!®: Al igual que la base de datos de KEGG, dispone de informacion sobre
las rutas metabdlicas en las que participan los genes, ademas de poseer
herramientas de analisis bioinformaticas de estas rutas.
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e Human Phenotype Ontology (HPO)¥: Es una base de datos que contiene
informacion anotada de alteraciones fenotipicas asociada a enfermedades,
pudiendo también relacionar los genes con estas alteraciones.

De esta forma, combinando la informacion disponible de estas bases de datos junto a los
resultados obtenidos del analisis de expresion diferencial, es posible llevar a cabo la
caracterizacion funcional a través de diferentes métodos.

Por un lado, estan los andlisis de enriquecimiento o sobrerrepresentacion?, en los que se
caracterizan las funciones de un grupo especifico de genes (por ejemplo: genes
sobreexpresados en un grupo enfermo respecto un grupo control). En este analisis, se
comparan las funciones anotadas de este grupo de genes con las funciones de otro grupo
de genes de referencia (por ejemplo el genoma completo humano o una seleccién de genes
de interés). De esta forma se evalla estadisticamente la proporcion de genes asociados a
una determinada funcion, pudiendo detectarse sobrerrepresentacion de genes asociados a
dicha funcién. Tiene la limitacion de que se estudia la lista especifica de genes procedente
de una seleccidn realizada a partir de un punto de corte.

Otra aproximacioén es el andlisis de grupo de genes, como por ejemplo el GSEA?! (Gene
Set Enrichment Analysis). En esta metodologia se utiliza la lista completa de genes del
estudio y se ordenan segun su nivel de expresion diferencial. De esta forma se determina
si los genes que participan en una misma funcién tienden a agruparse y a presentar
patrones de expresion alta (sobreexpresados) o baja (infraexpresados) en los diferentes
grupos a estudiar. Al final se obtiene la lista de funciones significativas que estan siendo
alteradas.

Siguiendo con los métodos descritos anteriormente surgen las estrategias de analisis de
actividad de rutas metabdlicas, como el Canonical Circuit Activity Analysis (CCAA)?. Este
método tiene en cuenta los genes que participan en una misma ruta metabdlica y su
regulacion. De esta forma, se puede obtener un valor de actividad de la ruta y comprobar
de esta forma si las alteraciones producen una mayor actividad en la ruta o una
disminucion, entre las diferentes condiciones.

1.2.3. Metaanéalisis de datos 6micos

El metaandlisis (MA) surge como una herramienta para combinar los resultados de
diferentes estudios para obtener asi una mayor evidencia cientifica?®. Esta metodologia
proporciona una mayor potencia estadistica, obteniendo una medida combinada del efecto
de interés. Su aplicacion mejora la precision en la estimacién del efecto y reduce la
probabilidad de falsos negativos?.

Un paso previo al MA es la revision sistematica o la sintesis de estudios relacionados pero

independientes, sobre un area de conocimiento, como una determinada enfermedad o un
grupo de patologias?®. Algunos de estos estudios independientes pueden llegar a tener
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conclusiones contradictorias y por tanto el metaandlisis puede ser utilizado para estimar el
efecto promedio o determinar el grupo de estudios que apuntan a la misma direccion, con
el fin de obtener informacion valiosa en términos de evidencia cientifica .

Inicialmente fue aplicado en ciencias sociales y psicologia, pero a partir de los afios 80
aumentd su uso creciente en ciencias médicas, y en los 90 empezaron a crecer las
publicaciones de revision y metaanalisis?.

El abaratamiento de las técnicas de alto rendimiento como los microarrays y la
secuenciacién de nueva generacion ha propiciado un gran aumento del uso de estas
técnicas en el campo de la biomedicina?*, y con ello se han generado una gran cantidad
de datos que han sido depositados en bases de datos de acceso publico en las dos ultimas
décadas. Por este motivo, el metaanalisis es una potente herramienta para el andlisis de
estos datos, con el fin de detectar biomarcadores asociados a enfermedades que
proporcionen una mejora de los diagnésticos y un incremento de la precision en los
tratamientos.
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2. Hipotesis y objetivos

Las enfermedades cardiovasculares tienen un alto impacto de salud en la poblacion
general. Ademas en algunas de ellas se presentan diferencias especificas por sexo, que se
han descrito a nivel epidemiolégico, asi como en el grado de severidad y en el desarrollo
de este grupo de patologias. Nuestra hipétesis de estudio es que existen mecanismos
diferenciales por sexo en varias de estas enfermedades cardiovasculares. Su identificacién
y caracterizacion permitiria ser mas precisos en los procesos diagnosticos y de tratamiento
para hombres y mujeres.

El objetivo principal del siguiente estudio es la identificacion de los mecanismos moleculares
alterados en estas enfermedades, que afectan de forma diferencial a hombres y mujeres,
mediante un abordaje in silico. Concretamente, nos centraremos en las enfermedades:
estenosis adrtica y la enfermedad de las arterias coronarias. Para ello, se han propuesto
los siguientes objetivos especificos:

1) Revisiobn sistemética y seleccibn de estudios de enfermedades
cardiovasculares en repositorios de acceso publico GEO y ArrayExpress
para la obtencién de datos de microarrays y RNA-Seq.

2) Deteccion y evaluacion de los factores de riesgo que pueden intervenir en
cada enfermedad.

3) Andlisis bioinformatico individual para los datos de cada estudio
seleccionado, incluyendo andlisis exploratorio, analisis de expresion
diferencial, enriquecimiento funcional y analisis de rutas.

4) Identificacién de genes en el conjunto de los estudios seleccionados que
presenten un perfil diferencial por sexo.

5) Caracterizacion funcional de las diferencias por sexo en las enfermedades
evaluadas, mediante el metaandlisis de funciones biol6gicas, rutas de
sefalizacion y ontologias fenotipicas.
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3. Material y métodos

En este estudio in silico se han utilizado datos transcriptémicos procedentes de bases de
datos de acceso publico. Nos centraremos en la integracién de los resultados de todos los
estudios tanto a nivel de gen como de funcion. Durante las distintas fases de la estrategia
de andlisis, se ha utilizado el lenguaje de programacion R, generando diversos scripts que
estan disponibles en gitlab. Ademas se anexa un listado de las librerias utilizadas en la
realizacion de cada proceso (Anexo |, tabla al y a2).

3.1. Revisidén sistematica y seleccion de estudios

En primer lugar se realiz6 una revisién exhaustiva de estudios presentes en bases de datos
de acceso publico que contuviesen datos relacionados con enfermedades
cardiovasculares. Los estudios fueron seleccionados de acuerdo a los criterios establecidos
en la declaracién PRISMA?"28, que determina los estandares en la metodologia para las
revisiones sistematicas y metaanalisis (figura 3.1).

Para ello, se definieron las palabras clave de basqueda, con el fin de recoger el maximo de
informacidn posible en relacién a cada enfermedad. Las bases de datos seleccionadas
fueron Gene Expression Omnibus (GEO) y ArrayExpress?®, que contienen diferentes tipos
de datos émicos, siendo los transcriptomicos los mas numerosos.

En cuanto a los criterios de seleccion, se realiz6 una revision manual de los estudios
obtenidos tras aplicar las palabras clave de “aortic stenosis” o “calcific valve disease” para
la estenosis adrtica y “coronary artery disease”, “ischemic cardiomyopathy” o “coronary
cardiomyopathy” para la enfermedad de las arterias coronarias. Seguidamente, se aplicaron
los siguientes criterios de seleccion:

- Los estudios realmente centrados en la estenosis aodrtica o la enfermedad arterial
coronaria.

- Especie humana.

- Tecnologias transcriptémicas de microarrays y RNA-Seq.

- Inclusién de la variable sexo y edad de los pacientes.

- Al menos, 10 muestras por condicion (caso / control) y preferiblemente 3 por
sexo/condicion (mujer caso/control y hombre caso/control).

- Tipo de muestra: tejido cardiaco o sangre periférica.
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Figura 3.1: Esquema de flujo PRISMA para llevar a cabo la revisidn sistematica y metaanalisis.

Se excluyeron por tanto los estudios que tuviesen relacién con otras enfermedades
cardiacas, como son la miocardiopatia dilatada y la cardiopatia hipertréfica, ademas de
otras enfermedades no cardiacas, como son el Sindrome de Williams, depresion o
alcoholismo. También fueron descartados los datos que utilizaban otros datos como los
arrays no codificantes, estudios epigenéticos y estudios que no tuviesen muestras control.

Para la descarga de datos de los estudios finalmente seleccionados, se utilizé el paquete
GEOquery®. Debido a la heterogeneidad de los datos y para evitar nuevos sesgos, se
procedi6 a la descarga de los datos ya procesados y normalizados por los investigadores y
no los datos brutos (raw data).

3.2. Andlisis individual de los estudios

Una vez que tenemos descargados los datos del estudio, completamos el procesamiento
de los datos cuando fue necesario y se llevd a cabo un andlisis exploratorio para disponer
de una primera aproximacién de la informacion de los estudios, en cuanto a distribucién de
las muestras y su relacion, ademas de la heterogeneidad de las mismas.
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3.2.1. Procesamiento de los datos

Para cada estudio, se realizé un procesamiento de los datos con el fin de estandarizar la
nomenclatura y dividir las muestras en cada grupo experimental, ademas de obtener la
informacion de los genes a partir de los datos de anotacién para cada plataforma.

En el caso de la enfermedad de estenosis aodrtica, las muestras fueron clasificadas de la
siguiente forma:

- Grupo Control: Pacientes sanos, divididos por sexo en hombres y mujeres.
- Grupo Estenosis Adrtica: Pacientes con la enfermedad cardiaca, divididos
también por sexo.

Para la enfermedad de las arterias coronarias y cardiopatia isquémica, se empled la
siguiente nomenclatura:

- Grupo Control: Pacientes sanos, divididos por sexo.

- Grupo Enfermedad Arterial Coronaria: Pacientes que tienen la enfermedad
cardiaca, divididos también por sexo.

- Grupo Otros: Pacientes con otras enfermedades cardiacas, como por ejemplo
cardiopatia dilatada.

Puesto que cada estudio emplea diferentes plataformas comerciales y modelos, es
necesaria la anotacion comun de las diferentes sondas, para cuantificar la expresion a nivel
de gen. Para ello, los cdédigos identificadores de cada sonda (PROBE_ID) fueron
transformados a un identificador comin (ENTREZ_ID), con el que se puede identificar el
gen al que pertenecen. Puesto que en algunos chips de microarray varias sondas pueden
hibridar con diferentes regiones de un mismo gen, se realizé la mediana de las medidas de
expresion de las diferentes sondas para un mismo gen y tener asi la informacion de
expresion a nivel de gen, con la funcién medianReps, para cada una de las muestras de los
diferentes pacientes, evitando informacion duplicada.

3.2.2. Andlisis exploratorio

Una vez que estan los datos de expresion anotados, sin informacién duplicada y con las
muestras distribuidas en los diferentes grupos de interés, se realiz6 un analisis exploratorio
de los datos de cada estudio, con el fin de determinar la distribucion de la expresion de las
muestras, comprobar que no hayan patrones anémalos y evaluar la calidad de los datos
del estudio.

Para ello, se realizaron diagramas de caja que permitieron conocer si los grupos de datos
debian completar su procesamiento con un reescalado y/o transformacion logaritmica.
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Ademas, mediante un andlisis de agrupamiento o clustering y un andlisis de componentes
principales (PCA), se evalud la distribucion de las muestras de los grupos experimentales.

3.2.3. Andlisis de expresion diferencial

Tras la exploracion de los datos, se realizé el analisis de expresion diferencial, para
determinar qué genes presentaban patrones de expresion diferente entre hombres y
mujeres que padecen la enfermedad cardiovascular. Para ello, se realiz6 una combinacion
de los factores sexo y enfermedad, planteando en el siguiente contraste:

(Mujeres caso - Mujeres control) - (Hombres caso - Hombres control)
Siendo caso la enfermedad cardiovascular de interés.

Para ello, se empled la funcion diffExp que utiliza el paquete limma y que permite evaluar
para cada gen un contraste de medias de expresién definido en un modelo lineal, donde la
variable respuesta es la expresién génica. El p-valor obtenido se ajusté por el método de
Benjamini-Hochberg®! (BH).

3.2.4. Anédlisis de enriquecimiento funcional

Para identificar las funciones moleculares que estan alteradas por la enfermedad
cardiovascular en cada sexo, se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional mediante
GSEA a partir de los resultados de la expresion diferencial, obtenidos en el apartado
anterior.

La funcién utilizada para llevar a cabo el enriquecimiento funcional fue doGSEA, que utiliza
la libreria mdgsa®2. Para obtener la anotacién funcional se utilizé la libreria biomaRt, donde
a partir de los identificadores Entrez de los genes, se obtuvo la anotacion para las diferentes
ontologias (términos GO: proceso bioldgico BP, funcién molecular MF y componente celular
CC). Se realizé una propagacion de la anotacion de los términos GO, de modo que los
genes anotados con un término GO heredan la informacion de sus ancestros, puesto que
la informacion mantiene una estructura jerarquica.

Ademas de los términos GO, también se realiz6 un andlisis de enriquecimiento funcional
con la informacion disponible en bases de datos sobre rutas de sefializacién como son
Reactome (de acceso libre) y KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). En el
caso de esta Ultima base de datos, se utilizé la anotacion disponible con el paquete
org.Hs.eg.db.
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Se realizé un filtrado de las funciones con un grupo de genes muy reducido (funciones muy
especificas, con un nimero de genes inferior a 10) y los grupos de genes muy grandes
(funciones muy generales, con un nimero de genes superior a 500).

De esta forma, con los resultados obtenidos en el apartado de expresion diferencial y la
anotacion funcional se llevé a cabo el analisis de enriquecimiento funcional. Se
consideraron significativas las funciones enriquecidas con un p-valor ajustado inferior a
0.05.

3.2.5. Andlisis de rutas de senalizacion

Para finalizar el analisis individual de cada estudio, se llevo a cabo un andlisis de rutas de
sefializacién. Hipathia??*? es una herramienta basada en métodos CCAA (Canonical Circuit
Activity Analysis) que permite el andlisis de actividad de rutas de sefalizacién, a partir de
los datos transcriptémicos y los conocimientos sobre la transduccion de la sefial. El método
mencionado anteriormente esta basado en un algoritmo iterativo que es capaz de calcular
la intensidad de sefial que circula a través de los nodos de una red, a partir de los niveles
de expresion de cada gen (nodos) y la intensidad de la sefial que llega a este nodo. Al final
se estima la sefal final que llega a los nodos efectores, que tendran asociados una funcién
determinada.

Las rutas que estan incluidas en Hipathia provienen de la base de datos KEGG. Puesto que
una ruta puede estar asociada a diferentes nodos efectores, Hipathia divide cada ruta en
diferentes subrutas, en los que estan incluidos los nodos efectores y todos aquellos nodos
asociados a él. De esta forma, se lleva a cabo un analisis de cada subruta.

Para ello, previamente se traducen los genes que participan a su identificador Entrez.
Seguidamente se lleva a cabo una normalizacion de los valores de expresion entre 0y 1y
finalmente se obtienen los valores de activacion para cada subruta a partir de los genes
presentes en el estudio.

Una vez que se tienen los valores de activacion de cada ruta, se procede a realizar el
contraste de interés, con la misma funcibn empleada para el andlisis de expresion
diferencial (diffExp) que utiliza el paquete limma, obteniendo de esta forma las rutas que
estan diferencialmente activadas. Se obtuvo la cuantificacion de la activacion para los
términos GO y Uniprot.

3.3. Metaanalisis:

Finalmente, se llevd a cabo un metaanalisis a partir de los datos de expresion diferencial
de cada estudio individual, para determinar de esta forma los genes que estan
diferencialmente expresados en el conjunto de todos los estudios seleccionados de una
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enfermedad y por otro lado, también se llevé a cabo un metaandlisis de las funciones
alteradas a partir de los resultados obtenidos en el enriquecimiento funcional.

3.3.1. Metaanalisis de Genes

Como se ha comentado anteriormente, los datos de partida para realizar el metaanalisis de
genes son los resultados individuales de la expresion diferencial. Se evaluaron los
logaritmos de fold change (logFC) que determinan la medida del efecto y el error estandar
(SE), que mide la variabilidad de la medida del efecto, creando asi 2 matrices. Las filas
representan los genes y las columnas el estudio al que pertenecen.

Determinaciéon de la medida combinada del efecto:

A partir de estas matrices, se realizé el metaandlisis para cada gen presente en los estudios.
Generalmente en el metaandlisis primero se evalla la heterogeneidad de los estudios y en
funcion de esta informacion, se decide el modelo de estimacion de la variabilidad del efecto,
pero debido a la gran cantidad de genes presentes en los estudios, se decidi6 valorar cual
es el modelo mas apropiado para determinar la variabilidad a posteriori. Esta
heterogeneidad hace referencia a la variabilidad de los efectos evaluados debido a la
diversidad de los datos y a la metodologia en los diferentes estudios.

Para realizar el metaandlisis se empled el paquete metafor de R3. Se utilizé el método de
efectos fijos (FE) y los métodos de efectos aleatorios de DerSimonian y Laird 3°(DL), Hedges
%8(HE) y Hunter y Schmidt (HS)*, para su posterior evaluacion.

Finalmente el método de efectos aleatorios seleccionado fue el de DL por ajustarse mejor
a la caracteristica de los datos 6micos y a la diversidad de plataformas en los estudios.

Al final del metaanalisis se obtiene una tabla en la que aparecen diferentes estimadores de
la medida combinada del efecto de los diferentes genes e indicadores de la heterogeneidad
del metaandlisis®®:

e QE y QEp: Estadistico de contraste y p-valor, respectivamente, del método DL.
Determinan la heterogeneidad entre estudios. La hipétesis nula indica
homogeneidad entre estudios.

e LogFC: Estimacion del efecto combinado de los diferentes estudios. El signo
determina en qué grupo es mayor el efecto, siendo positivo si hay sobreexpresion
del gen en el primer grupo y negativo en el segundo. El valor determina el tamafio
del efecto.

e Intervalo de confianza del LogFC (95%): Generado a partir de la variabilidad
estimada por el modelo. Si este intervalo no contiene el 0, el logFc se considera
significativo.

e P-valor: Indica el nivel de significacion del efecto combinado. Puesto que se realizan
multiples andlisis, se realizé la correccion por el método BH.

e r2: Estimacién de la heterogeneidad entre estudios.
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e |2: Indica el porcentaje de variabilidad debida a la heterogeneidad en los estudios.
Cuanto menor sea este porcentaje, menos relevante es la heterogeneidad.
e H2: Cociente entre la variabilidad total y la variabilidad en el muestreo.

Evaluacién de la heterogeneidad:

Como consecuencia de la baja potencia que presenta el test Q del método DL al trabajar
con un numero reducido de estudios, se ha completado el andlisis de heterogeneidad con
métodos que resumen la informacién en forma de graficos de embudo.

En estos graficos se evalla la variabilidad de los diferentes estudios con el fin de determinar
sesgos. En un eje X se muestra la magnitud del efecto combinado y en el eje y se presenta
la medida de la precision, como es el error estandar.

Representacion de resultados:

Ademés de representar los resultados del metaanalisis, también se realizaron graficos de
bosque para cada gen, donde se pueden evaluar los resultados globales y el peso del
resultado de cada gen en el estudio individual.

En estos graficos, a la izquierda se indican los estudios que estan incluidos en el
metaanalisis y a la derecha se muestra la estimacion de la medida resumen individual de
cada uno, con un intervalo de confianza del 95%. En la parte central de la figura se muestra
la medida del efecto en recuadros negros, con su intervalo de confianza. En la parte inferior
central se muestra el resultado del metaandlisis. La linea central representa el efecto nulo
y su desplazamiento hacia uno u otro lado representa la sobreexpresién en un grupo u otro.
La anchura determina el intervalo de confianza. También se muestra el modelo de analisis
empleado en la parte inferior izquierda (DL) y a la derecha el valor estimado y su intervalo
de confianza (figura 3.2).
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GSE90074 —— 0.15[0.05, 0.24]
GSE20681 0.19[-0.08, 0.46]
GSE57338 i 0.09[0.04,0.13]
DL Model for All Studies —— 0.10[0.06, 0.14]
[ | 1T 1T T 1
-0.1 0 01 0.3 0.5

logFC

Figura 3.2: Ejemplo de diagrama de bosque.

3.3.2. Metaandlisis de funciones

Para realizar el metaandlisis de funciones, se crearon también 2 matrices, pero en lugar de
utilizar el logFC y el error estandar, se utilizaron los logaritmos de odds ratios (LOR) como
valor de medida del efecto y la desviacion estandar (SD) de los LOR para cada una de las
funciones evaluadas, procedentes de los resultados del GSEA de los estudios individuales.
De esta forma se evaluaron las funciones con la anotacion GO con sus 3 ontologias
(procesos bioldgicos, componentes celulares y funciones moleculares), las rutas con
anotacion KEGG vy finalmente los términos de la HPO.

Se procedid con la misma metodologia descrita en el apartado anterior. En este paso los
datos de partida son las matrices con los LOR y las SD.

En los resultados del metaanalisis también aparecen los diferentes estimadores indicados
anteriormente, junto con el LOR para cada funcion/ruta como resultado del metaandlisis,
ademas de los graficos de embudo para determinar la heterogeneidad en los resultados y
los graficos de bosque que resumen los resultados del metaandlisis. Un LOR positivo indica
gue hay una sobrerrepresentacion de esa funcién/ruta en el grupo de mujeres con la
enfermedad cardiaca en relacion al grupo de hombres con la enfermedad y viceversa.
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4. Resultados

A continuacién se muestran los resultados obtenidos tras aplicar la metodologia descrita.

4.1. Revision Sisteméatica y seleccion de estudios

La busqueda para los estudios de estenosis adrtica se realiz6 durante el mes de Julio de
2019 en las bases de datos de GEO y ArrayExpress. Se consideraron las palabras clave
“aortic stenosis” o “calcific valve disease” y organismo humano, identificandose un total de

51 estudios en GEO y 11 en ArrayExpress.

Eliminando los duplicados y aplicando los criterios de inclusion indicados en el apartado
anterior, finalmente se seleccionaron 2 estudios. El proceso completo de seleccién
siguiendo el procedimiento PRISMA se muestra en la figura 4.1.

PRISMA 2009 Flow Diagram
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l |
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For more information, visit www prisma-statem ent.org.

Figura 4.1: Proceso de seleccion para los estudios de Estenosis Adrtica, siguiendo la metodologia
descrita en la declaracion PRISMA.




Los estudios seleccionados fueron los siguientes:

Gene 1.0 ST Array

Estudio Plataforma Articulo
GSE10161 Affymetrix Human Genome 38
U133A Array
E-MEXP-3684 Affymetrix GeneChip Human No presenta

Tabla 4.1: Estudios seleccionados para la enfermedad de estenosis aodrtica, se indica la plataforma
y publicacion asociada (en el caso).

En cuanto a la busqueda de estudios para enfermedad arterial coronaria, realizada también
en Julio de 2019 en los repositorios publicos GEO y ArrayExpress, con los términos
“ischemic cardiomyopathy” o “coronary cardiomyopathy” o “coronary artery disease”, se
detectaron 158 trabajos en GEO y 120 en ArrayEXxpress.

Tras eliminar duplicados y aplicar los criterios de inclusion, fueron seleccionados un total
de 6 estudios. El proceso completo de seleccién se detalla en la figura 4.2.

u PRISMA 2009 Flow Diagram

) [ ratoson )

Screening

{

J [ Eligibility J

Included

[

From: Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Atman DG, The PRISMA Group (2008). Prefered Reporting tems for Systematic Reviews and Meta-
Analyses: The PRISMA Statement. PLoS Med 6(7 ): €1000097. doi:10.1371/journal pmed 1000087
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For more information, visit www. prisma-stat ement.org.

Figura 4.2: Proceso de seleccion para los estudios de enfermedad coronaria arterial, segun la

declaracion PRISMA.
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Los estudios finalmente seleccionados fueron los siguientes:

Estudio Plataforma Articulo
GSE120774 Affymetrix Human Gene 1.0 ST 39
Array
GSE90074 Agilent-014850 Whole Human 40
Genome Microarray 4x44K
G4112F
GSE20681 Agilent-014850 Whole Human 4
Genome Microarray 4x44K
G4112F
GSE12288 Affymetrix Human Genome 42
U133A Array
GSE57338 Affymetrix Human Gene 1.1 ST 43
Array
GSE116250 lllumina HiSeq 2500 44

Tabla 4.2: Seleccién de estudios para la enfermedad de las arterias coronarias. Se indica la
plataforma y la publicacion asociada (en su caso).

4.2. Analisis bioinformatico de estudios individuales

4.2.1. Procesamiento de los datos

Una vez que los datos de cada estudio fueron

descargados, se estandarizo

la

nomenclatura de los grupos experimentales de acuerdo a lo establecido en los métodos. A
continuacion, se exploraron los datos completando el procesamientos de los datos
normalizados en los estudios GSE10161, GSE12288 y GSE57338, donde se llevé a cabo
una transformacién logaritmica en base 2, para conseguir una escala homogénea en el
conjunto de los datos de los estudios.

En el caso del estudio GSE116250 que procedia de un estudio de RNA-Seq, los datos
normalizados aportados por los investigadores estaban expresados en RPKM (Lecturas por
kilobase, por millébn de lecturas). Se realizé un filtrado de los genes no tenian ninguna

lectura y se también se realizé la transformacion logaritmica en base 2.
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La distribuciéon de muestras por sexo y por grupo fue la siguiente para cada estudio:

E-MEXP-3684

D . .

contro\

GSE10161

Sexo
0- [ nujeres
[ Hombres

z:unh’o\
Tipo de muestra

. Mujeres
[ Hombres

N individuos

N° individuos

Tipo de muestra
Figura 4.3: Distribucion de las muestras para los estudios de estenosis adrtica. AE: estenosis adrtica

y control: pacientes sin la enfermedad.
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2 I3
2 é 20 Sexo
‘3 . Mugres 2 . HMujeres
S | Hombres = [ Homores
. | -
0- -
case ciip control canrol
Tipo de muestra

Tipo de muestra

Figura 4.4: Distribucién de muestras por sexo y grupo para la enfermedad de las arterias coronarias.
Case/Cad: son pacientes con la enfermedad, control: grupo sin la enfermedad y DC/CMP: grupo con

otras alteraciones cardiacas (no utilizadas en el analisis).

A continuacion se describe cada uno de los estudios:
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Estenosis Adrtica

GSE10161

En este estudio se identifica el papel de la Osteoglicina como regulador de la masa

on

| de expresi

omo varia su nive

s

ventricular derecha mediante estudios gendémicos y de ¢

dependiendo de condiciones como es el caso de la estenosis adrtica. A continuacion se

muestra una distribucién de las muestras:
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Tabla 4.3: Distribucion de las muestras por sexo y condicion en el estudio GSE120774

Los niveles de expresion fueron los siguientes:

Nivel de expresion
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Figura 4.5: Niveles de expresion de las diferentes muestras del estudio GSE120774. Con este

diagrama de caja se observa como los datos estan normalizados.
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Distribucion de las muestras

Clustering de la distancia de correlacion

Clustering de la distancia de correlacion

e

Clusters Clusters

s AS = female

control male

] — 1
Figura 4.6: Distribucion de las muestras. A la izquierda, separacion por condicion, en gris pacientes
con estenosis adrtica y en amatrillo, pacientes control. A la derecha, separacidn por sexo, en amarillo

hombres y en gris mujeres.

PCA plot PCA plot

o
s

o
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AS female

control male

PC2: % explained variance
A Ho
5 2

PC2: % explained variance

2

-150 -100 50 ] 50 150 -100 -50 0 50
PC1: % explained variance PCA1: % explained variance

Figura 4.7: Analisis de componentes principales para el estudio GSE120774. A la izquierda
separacién por enfermedad y a la derecha por sexo.

Tanto en el clustering como en el PCA se observa como hay una mayor separacion de las
muestras por la condicién que con respecto al sexo.

Puesto que en este estudio solo habia 1 muestra de mujer control, finalmente se descart
este estudio a la hora de realizar los analisis posteriores.

E-MEXP-3684

En este estudio se pretende analizar la diferencia de expresion genética entre hombres y
mujeres que presentan estenosis adrtica. No tiene publicacién asociada.

La distribucion de las muestras por condicién y sexo fue la siguiente:

Hombres Mujeres Totales
Estenosis Adrtica 9 10 19
Controles 10 8 18
Totales 19 18 37

Tabla 4.4: Distribucion de sexo y condicién para el estudio E-MEXP-3684
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A continuacion se muestra el perfil de expresion de las muestras:

Nivel de expresion
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Figura 4.8: Nivel de expresion de las diferentes muestras del estudio.

A continuacion se muestra la distribucién de las muestras:

Clustering de la distancia de correlacion Clustering de la distancia de correlacion
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LhE .
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Figura 4.9: Agrupacioén de las muestras por enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).

PCA plot PCA plot

50- 0
2 o
2 2 o5
g 2 5 2
: g
2 condition b condition
c
= AS 5 female
a o
¥ 0 control X 0- male
S ES
o &
o] O
[ o

-25 2

-J‘D -éﬂ I]I Zh -40 20 0 20
PC1: % explained variance PC1: % explained variance

Figura 4.10: Analisis de componentes principales de las muestras por condicién (izquierda) y por

sexo (derecha)
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Enfermedad de las Arterias Coronarias

GSE120774

En el siguiente estudio se analiz6 el perfil de expresion de tejido adiposo epicérdico en

pacientes con la enfermedad de las arterias coronarias con el fin de determinar si hay una

de las muestras

La distribucion

de genes relacionados con la inflamacién.

-z

mayor expresion

fue la siguiente:
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Tabla 4.5: Distribucion de las muestras para el estudio GSE120774

Seguidamente se muestra el perfil de expresion de las muestras:
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Figura 4.11: Perfil de expresion de las muestras del estudio GSE120774.

En cuanto a la distribucion de las muestras, fue la siguiente:
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Figura 4.12: Agrupacién de las muestras por enfermedad (izquierda) y sexo (derecha)
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Figura 4.13: PCA de las las muestras por enfermedad (izquierda) y por sexo(derecha).

Tanto en la agrupacién de las muestras (figura) como en los PCA (figura), no se observa

una clara separacion de las muestras por grupos.

GSE90074

En este estudio se analiza el perfil de expresién de células mononucleares en pacientes de
avanzada edad con aterosclerosis para determinar principalmente el papel de citoquinas
proinflamatorias como es CXCL5 en esta enfermedad. Este trabajo es interesante porque
ademas del sexo, aparece informacion sobre otras alteraciones como hipertension,
diabetes y si el paciente es fumador, aunque esta informacién no se ha utilizado en el
andlisis.

La distribucion de las muestras fue la siguiente:

Mujeres Hombres Total

CAD 55 70 125
Control 13 5 18
Total 68 75 143

Tabla 4.6: Distribucion de las muestras por grupos
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Los perfiles de expresién de las muestras fue el siguiente:

Nivel de expresion
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Figura 4.14: Perfil de expresion para el estudio GSE90074.

A continuacién se muestra la agrupacion de las muestras.

Clustering de la distancia de correlacion Clustering de la distancia de correlacion

Clusters Clusters
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Figura 4.15: Distribucion de las muestras por enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).
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Figura 4.16: PCA del estudio GSE90074 en el que se muestra la agrupacion de las muestras por

enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).

Como se puede apreciar en las figuras 4.14 y 4.15, no se observa una agrupacion clara de
las muestras por sexo o enfermedad y en analisis posteriores puede ser que no haya

diferencias significativas.

GSE20681

En este estudio se analizé el perfil de expresion de células sanguineas de pacientes con el
fin de encontrar biomarcadores asociados a la enfermedad de las arterias coronarias y

desarrollar test no invasivos para detectar la enfermedad.

La distribucion de las muestras por sexo y enfermedad fue la siguiente:

Mujeres Hombres Total
CAD 24 75 99
Control 24 75 99
Total 48 150 198

Tabla 4.7: Distribucion de las muestras por sexo y edad para el estudio GSE2068

Seguidamente se muestra el perfil de expresion de las muestras.

33



Nivel de expresion
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Figura 4.17: Perfil de expresion de las muestras del estudio.
A continuacién se muestra la agrupaciéon de las muestras del estudio.

Clustering de la distancia de correlacion Clustering de |a distancia de correlacion
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Figura 4.18: Agrupacion de las muestras del estudio por enfermedad (izquierda) y por sexo

(derecha).
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Figura 4.19: PCA del estudio GSE20681 con la distribucién por enfermedad (izquierda) y por sexo
(derecha).
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Como ocurre con el estudio anterior, que también presentaba muchas muestras, no se

observa una agrupacion clara entre grupos.

GSE12288

En este estudio se analiza también el perfil de expresion de células sanguineas (leucocitos)
para encontrar genes que presentan expresion diferencial en relacion a pacientes con la
enfermedad arterial coronaria y pacientes control, para asi determinar marcadores de la

enfermedad.

La distribucion de las muestras fue la siguiente:

Mujeres Hombres

Total

CAD 22 88

110

Control 28 84

112

Total 50 172

222

Tabla 4.8: Distribucién de las muestras en el estudio GSE12288

Los niveles de expresion de las muestras fueron normalizados con una transformacién

logaritmica en base 2 y fue el siguiente:

Nivel de expresion

Figura 4.20: Perfil de expresion de las muestras del estudio GSE12288.
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Seguidamente se muestra la agrupacion de las muestras:

Clustering de la distancia de correlacion
Clustering de la distancia de correlacion

Clusters
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Figura 4.21: Agrupacion por enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).
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Figura 4.22: PCA del estudio agrupados por enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).

GSES57338

En este estudio también se utiliza el perfil de expresion para la busqueda de marcadores
de enfermedad cardiaca. Los pacientes, ademas de enfermedad de las arterias coronarias,
también presentaban cardiomiopatia dilatada, aunque estas muestras no fueron
analizadas. Fue necesaria también la transformacion logaritmica en base 2 de las muestras

para equiparlos al resto de estudios.

A continuacion se muestra la distribucién de las muestras del estudio.

Clusters

Mujeres Hombres Total

CAD 14 81 95
Control 63 73 136
Total 77 154 231

Tabla 4.9: Distribucién de las muestras para el estudio GSE57338. No se incluyeron las muestras

de pacientes con otras alteraciones cardiacas.
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Seguidamente se muestra el perfil de expresion de las muestras.
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Figura 4.23: Perfil de expresion de las muestras del estudio.

La agrupacion de las muestras fue la siguiente:

Clustering de la distancia de correlacion

Clusters
a case
CMP

= control

Clustering de la distancia de correlacion

Clusters
= female

male

Figura 4.24: Agrupacion de las muestras por condicion (izquierda) y por sexo (derecha). Por

condicidn, también se muestran los pacientes con otras alteraciones cardiacas (verde) que no son

enfermedad arterial coronaria, aunque no se utilizaron para realizar el analisis.
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Figura 4.25: PCA para las muestras agrupadas por condicién (izquierda) y por sexo (derecha). En
la agrupacién por condicién se muestran pacientes con otras alteraciones cardiacas que no son

enfermedad arterial coronaria (amarillo).

GSE116250

En este estudio se utiliza la secuenciacion de RNA para determinar los genes que participan
en el fallo cardiaco debido a diversas enfermedades como son la cardiopatia isquémica
asociada a la enfermedad de las arterias coronarias y a la cardiopatia dilatada. Los datos
normalizados aportados por los investigadores de las lecturas estaban expresados en
RPKM (lecturas por kilobase, por milléon de lecturas). Al ser un dato continuo, se traté como
en la metodologia anterior para la expresion en microarrays. Fueron eliminadas las
muestras de pacientes con otras alteraciones cardiacas y se realizé una transformacion
logaritmica en base 2. También fueron eliminados los genes sin ninguna expresion.

La distribucion de las muestras fue la siguiente:

Mujeres Hombres Total
CAD 3 10 13
Control 3 11 14
Total 6 21 27

Tabla 4.10: Distribucion de las muestras del estudio GSE116250.

A continuacion, se muestra el perfil de expresion de las muestras:
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Nivel de expresion
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Figura 4.26: Perfil de expresion para el estudio GSE116250.

Finalmente se muestra la agrupacion de las muestras del estudio:

Clustering distancia de correlacion Clustering distancia de correlacion
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Figura 4.27: Distribucion de las muestras por enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).
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Figura 4.28: PCA agrupadas por enfermedad (izquierda) y por sexo (derecha).

En este caso, la separacion de las muestras por enfermedad (figura) es mas evidente que

por sexo.
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4.2.2. Expresion diferencial

En la tablas que se muestran a continuacion (tabla 4.11 y tabla 4.12) se resumen los
resultados obtenidos tras realizar el analisis de expresion diferencial para el contraste
(Mujeres caso - Mujeres control) - (Hombres caso - Hombres control), dénde caso son
pacientes con estenosis aortica o0 enfermedad de las arterias coronarias segun la
respectiva tabla. También se llevd a cabo, con fines exploratorios, el contraste entre
mujeres caso y mujeres control por un lado y hombres caso y hombres control por el otro
lado.

Todos los resultados significativos mostrados presentaron un p-valor ajustado inferior a
0.05, tras aplicar el método BH. Si el logFC fue positivo se indica como Up, donde esos
genes presentan mayor expresion en mujeres con la enfermedad en relacién con los
hombres, y Down en el caso contrario.

(ME - MC) - (HE- HC) (ME - MC) (HE- HC)
E-MEXP-3684 uP 0 2016 1690
DOWN 0 1784 754

Tabla 4.11: Tabla resumen de los resultados de expresién diferencial para el estudio de estenosis
aortica. ME: mujer con estenosis, MC: mujer control, HE: hombre con estenosis, HC: hombre control.

Como observamos en la tabla 4.11, no se encontré ningdn gen significativo (p-valor
ajustado inferior a 0.05) para la enfermedad de la estenosis aértica en el contraste de
interés.
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(ME - MC) - (HE- HC) (ME - MC) (HE- HC)
GSE120774 UP 0 0 0
DOWN 0 0 0
GSE90074 UP 7 0 4
DOWN 1 0 11
GSE20681 uP 0 0 0
DOWN 0 0 0
GSE12288 UP 0 0 0
DOWN 0 0 0
GSE57338 UP 0 1982 1963
DOWN 0 3964 4364
GSE116250 UP 11 1124 3416
DOWN 10 1034 1815

Tabla 4.12: Resumen de los resultados de expresion diferencial para los estudios de enfermedad de

las arterias coronarias. ME: mujer con enfermedad, MC: mujer control, HE: hombre con enfermedad,

HC: hombre control.

A continuacién se muestran los genes significativos para uno de los estudios de enfermedad

de las arterias coronarias (GSE90074).

ENTREZID GENENAMES logFC adj.P.val

203100 HtrA serine peptidase 4 1.4663 0.00017

5468 peroxisome proliferator 2.1788 0.00063
activated receptor gamma

3778 potassium calcium-activated -0.528 0.00405

channel subfamily M alpha 1
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5654 HtrA serine peptidase 1 1.2204 0.00405

4257 microsomal glutathione S- 0.7636 0.01270
transferase 1

4619 myosin heavy chain 1 1.1373 0.01663

30820 potassium voltage-gated 0.4402 0.01966

channel interacting protein 1

51700 cytochrome b5 reductase 2 1.0398 0.045663

Tabla 4.14: Genes significativos del estudio GSE90074

4.2.3. Enriquecimiento funcional

Los resultados del andlisis GSEA se muestran en las tablas resumen 4.15 y 4.16. Se
muestran los resultados para los términos GO: procesos bioldgicos (BP), componentes
celulares (CC) y funciones moleculares (MF), las rutas KEGG y Reactome con un p-valor
ajustado por BH inferior a 0.05. También se han realizado representaciones graficas Upset
gue permiten mostrar el nUmero de funciones y rutas compartidas por los diferentes
estudios en el caso de la enfermedad de las arterias coronarias.

Estenosis Adrtica

bp cc mf kegg react hpo

E-MEXP-3684 424 141 150 68 493 253

Tabla 4.15: Tabla resumen del analisis GSEA con las funciones significativas (p-valor ajustado por
BH inferior a 0.05) para los estudios de estenosis arterial. Bp: procesos biolégicos, cc: componentes
celulares, mf: funciones moleculares, kegg: rutas kegg, react: rutas reactome y hpo: funciones
fenotipicas.

A continuacién se muestra una seleccion de resultados para cada ontologia de la GO. En
anexos (tablas a3 - a7) aparecen las tablas con las funciones/rutas mas
sobrerrepresentadas .en mujeres (LOR mas positivo) y mas sobrerrepresentadas en
hombres (LOR mas negativo).
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GO terms. Biological Process
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Figura 4.29: Procesos biolégicos representativos en mujeres y en hombres para la estenosis adrtica.
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Figura 4.30: Componentes celulares representativos para la estenosis adrtica.
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GO terms. Molecular Function
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Figura 4.31: Funciones moleculares representativas en mujeres y en hombres con estenosis aértica.

Enfermedad de las arterias coronarias
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bp cc mf kegg react hpo
GSE120774 1192 157 210 210 275 608
GSE90074 149 46 10 27 32 1
GSE20681 423 191 117 25 285 10
GSE1288 295 80 34 37 275 12
GSE57338 937 159 84 49 153 659
GSE116250 281 95 74 28 37 98

Tabla 4.16: Tabla resumen del andlisis GSEA con las funciones con un p-valor ajustado por BH

inferior a 0.05 para los estudios de la enfermedad de las arterias coronarias.
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GO terms. Biological Process
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Figura 4.31: Procesos biologicos descritos para la enfermedad de las arterias coronarias.
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Figura 4.32: Componentes celulares descritos en la enfermedad de las arterias coronarias.
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GO terms. Molecular Function
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Figura 4.33: Funciones moleculares descritas para la enfermedad de las arterias coronarias.
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Figura 4.34: Diagramas Upset para los procesos bioldgicos compartidos por los estudios de la

enfermedad de las arterias coronarias. Arriba las funciones que tienen un LOR negativo y por tanto

estan sobrerrepresentadas en hombres con respecto a mujeres y abajo las funciones con un LOR

negativo y sobrerrepresentadas en mujeres con respecto a los hombres.

El resto de diagramas Upset aparecen en el Anexo Il (figuras al - ab).
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4.2 4. Andlisis de rutas se sefializaciéon

Se realiz6 el analisis de rutas de sefializacion para 3 anotaciones, por un lado rutas KEGG,
término GO y Uniprot. A continuacion se muestran tablas resumen con el nUmero de rutas
significativas (p-valor ajustado por BH inferior a 0.05) para cada una de las enfermedades.

Estenosis aodrtica

No hubo resultados significativos (p-valor ajustado por BH inferior a 0.05) para las rutas del
estudio de la estenosis adrtica.

Enfermedad de las arterias coronarias

GO KEGG UNIPROT
GSE120774 0 0 0
GSE90074 0 21 1
GSE20681 0 0 0
GSE1288 0 0 0
GSE57338 0 1 0

Tabla 4.20: Resultados del andlisis de rutas mediante Hipathia para los estudios de enfermedad de
las arterias coronarias. Se muestran las rutas con un p-valor ajustado por BH inferior a 0.05.

A continuacién se muestran las rutas significativas.

Ruta logFC adj.P.val

Glycerol metabolism 0.0499 0.00055

P-hsa04914-23 0.022 0.04229
P-hsa03320-31 0.0910 2.39035e-05
P-hsa03320-40 0.0597 2.39035e-05
P-hsa03320-9 0.0442 2.39035e-05
P-hsa03320-29 0.0497 4.75567e-05
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P-hsa03320-10 0.0497 4.75567e-05
P-hsa04211-52 0.0530 5.42065e-05
P-hsa03320-53 0.0494 5.55270e-05
P-hsa04970-45 -0.0259 0.00016
P-hsa03320-60 0.0617 0.00016
P-hsa04972-39 -0.0025 0.00018
P-hsa03320-38 0.0459 0.00021
P-hsa04024-76 0.0119 0.00022
P-hsa04740-39 0.0130 0.00043
P-hsa03320-8 0.0618 0.00056
P-hsa04072-57 0.0210 0.00488
P-hsa03320-7 0.0412 0.00529
P-hsa03320-39 0.0340 0.00572
P-hsa04022-44 0.0130 0.00849
P-hsa04022-49 0.0108 0.01999
P-hsa05110-52 0.0058 0.03670
P-hsa03320-59 0.0328 0.03900
P-hsa03320-31 0.0910 2.39035

Tabla 4.21: Rutas significativas para la enfermedad de las arterias coronarias.

49



4.3. Metaanalisis

Por un lado se realiz6 un metaandlisis de genes con los resultados de expresion diferencial
de los estudios de la enfermedad de las arterias coronarias, y por otro lado se realizo el
metaanalisis de las funciones a partir de los resultados del andlisis de GSEA para los
diferentes términos GO por separado (BP, CC y MF), las rutas KEGG vy los términos HPO
asociados a fenotipos.

4.3.1. Metaanalisis de genes

Para la enfermedad de las arterias coronarias se obtuvieron 3 genes con un p-valor ajustado
por BH inferior a 0.05.

ID Nombre LOR 95% | LOR LOR 95% S Adj P.val
441178 long intergenic non- 0.058 0.1 0.142 0.019
protein coding RNA
2487
643008 small integral membrane 0.253 0.421 0.59 0.017
protein 5
83606 guanylyl cyclase domain 0.185 0.313 0.441 0.017
containing 1

Tabla 4.22: Genes con un p-valor ajustado por BH inferior a 0.05 para la enfermedad de las arterias
coronarias. Se muestra el intervalo de confianza del LOR al 95% inferior (1), superior (S) y el p-valor
ajustado.

Los 3 genes presentan un valor de LOR positivo y por tanto, estan mas expresados en
mujeres con la enfermedad que en hombres enfermos, cuando son comparados con sus
respectivos grupos control. A continuacion se muestran los diagramas de bosque para los
genes significativos.
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83606
guanylyl cyclase domain containing 1

GSE120774 0.33[-0.23, 0.88]
GSE90074 —— 0.34[0.16, 0.52]
GSE20681 '—'—' 0.18[-0.12, 0.48]
GSE57338 v—-—' 0.29[0.00, 0.58]
GSE116250 t—-—' 0.491[-0.01, 0.99]
DL Model for All Studies —=m— 0.31[0.18, 0.44]

[ I I 1

-0.5 0 0.5 1

logFC

Figura 4.35: Diagrama de bosque para el gen con identificador Entrez 83606.

441178
long intergenic non-protein coding RNA 2487

GSE90074 P 0.15[0.05, 0.24]
GSE20681 0.19[-0.08, 0.46]
GSEbS7338 - 0.09[0.04,0.13]
DL Model for All Studies - 0.10[0.086, 0.14]

Figura 4.36: Diagrama de bosque para el gen con identificador Entrez 441178.



643008
small integral membrane protein 5

GSE120774 0.71[0.02, 1.41]
GSE90074 ——— 0.411[0.17, 0.65]
GSE20681 —— 0.40[0.14, 0.85]
DL Model for All Studies — 0.421[0.25, 0.59]
I I 1
05 1 1.5
logFC

Figura 4.37: Diagrama de bosque para el con ID de Entrez 644008.

En el Anexo Il aparecen los graficos de embudo con los resultados del MA (figuras a6 y a7

y a8).

4.3.2. Metaanalisis de funciones

A continuacion se muestra una tabla resumen con los resultados del metaanalisis para cada

una de las 3 ontologias de la GO, los términos KEGG y HPO que mostraron un p-valor

ajustado por BH inferior a 0.05. Se agruparon en Up aquellas funciones con un LOR positivo

y por tanto, una mayor actividad en mujeres con la enfermedad cardiovascular en relacién

a los hombres y Down, con mayor actividad en hombres.

GO: BP GO: CC GO: MF KEGG HPO
Up Down | Up | Down | Up | Down | Up Down | Up | Down
CAD 3 1 5 4 5 2 0 0 3 0

Tabla 4.23: Resumen de las funciones con un p-valor ajustado inferior a 0.05. CAD, enfermedad de

las arterias coronarias.
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Procesos biolégicos

A continuacion se muestran las tablas con los procesos bioldgicos con un p-valor ajustado
por BH inferior a 0.05.

ID nombre interv_inf Summary_L interv_su p.ajust.fdr
OR p
G0:0006091 generation of 0.1843 0.2973 0.4102 0.00079
precursor
metabolites and
energy
G0:0007005 mitochondrion 0.1556 0.2265 0.2975 2.4673e-06

organization

GO0:0071305  cellular response to -0.5924 -0.4107 -0.2290 0.01514
vitamin D
G0:1990748 cellular 0.1251 0.2221 0.3191 0.01514
detoxification

Tabla 4.24: Procesos biolégicos significativos (p-valor ajustado inferior a 0.05) para la enfermedad
de las arterias coronarias. interv_inf e interv_sup son el intervalo de confianza del 95% para el valor
de LOR. Summary_LOR es el valor de LOR promedio y p.ajust.fdr es el p-valor ajustado.
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Componentes celulares

Seguidamente se muestran las tablas con los resultados obtenidos para los componentes

celulares.

ID nombre interv_inf Summary LOR interv_sup p.ajust.fdr
G0O:0000786 nucleosome -0.2982 -0.2062 -0.1142 0.00217
G0:0000788 nuclear -0.4325 -0.2859 -0.1393 0.01304

nucleosome
GO:0005665 RNA polymerase 0.3237331 0.6004 0.8772509798 0.00333869
II, core complex 88953925 10623 323965807
G0:0005741 mitochondrial 0.0725 0.1617 0.2510 0.03337
outer membrane
G0:0019866 organelle inner 0.1903 0.2871 0.3839 4.86799%e-
membrane 06
G0:0019867  outer membrane 0.0792 0.1510 0.2227 0.00486
G0:0031968 organelle outer 0.0765 0.1520 0.2275 0.00899
membrane
G0:0032993 protein-DNA -0.2217 -0.1596 -0.0975 0.00018
complex
G0:0044815  DNA packaging -0.2920 -0.2064 -0.1208 0.00060
complex

Tabla 4.25: Componentes celulares significativos (p-valor ajustado inferior a 0.05) para la

enfermedad de las arterias coronarias. interv_inf e interv_sup son el intervalo de confianza del 95%

para el valor de LOR. Summary_LOR es el valor de LOR promedio y p.ajust.fdr es el p-valor ajustado
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Funciones moleculares

A continuacidn se muestran los resultados para las funciones moleculares:

ID nombre interv_inf  Summary_LO interv_sup p.ajust.fdr
R
G0:0008320 protein 0.2458 0.4516 0.6573 0.01108
transmembrane

transporter activity

G0:0008565 protein transporter 0.2302 0.4244 0.6185 0.01108
activity

G0:0016209 antioxidant activity 0.1229 0.2398 0.3566 0.02328

G0:0016684 oxidoreductase 0.13137 0.2653 0.3992 0.02499
activity, acting on
peroxide as
acceptor

G0:0022884 macromolecule 0.1952 0.3889 0.5827 0.02499
transmembrane
transporter activity

G0:0030676 Rac guanyl- -0.5728 -0.3775 -0.1822 0.03035
nucleotide
exchange factor
activity
GO0:0035004  phosphatidylinosito  -0.7563 -0.4967 -0.2371 0.030365

| 3-kinase activity

Tabla 4.26: Funciones moleculares significativas (p-valor ajustado inferior a 0.05) para la
enfermedad de las arterias coronarias. interv_inf e interv_sup son el intervalo de confianza del 95%
para el valor de LOR. Summary_ LOR es el valor de LOR promedio y p.ajust.fdr es el p-valor ajustado

Rutas Kegg

No se obtuvieron resultados significativos (p-valor ajustado por BH inferior a 0.05) para el
metaanalisis de rutas KEGG para la enfermedad de las arterias coronarias.

Fenotipos HPO

A continuacion se muestran los resultados para los fenotipos de la HPO.
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ID nombre interv_inf Summary LOR interv_sup p.ajust.fdr

HP:0001081 Cholelithiasis 0.1371 0.2529 0.3687 0.02007
HP:0002013 Vomiting 0.0988 0.1705 0.2423 0.00683
HP:0012437 Abnormal 0.11044 0.2121 0.3138 0.03133
gallbladder
morphology

Tabla 4.27: Resultados significativos (p-valor ajustado por BH inferior a 0.05) para la enfermedad de
las arterias coronarias para los fenotipos HPO. interv_inf e interv_sup son el intervalo de confianza
del 95% para el valor de LOR. Summary_LOR es el valor de LOR promedio y p.ajust.fdr es el p-valor
ajustado.
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5. Discusion

Importancia de lainclusién de la perspectiva de sexo en los estudios biomédicos

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. Estas patologias han sido clasificadas como enfermedades que afectan
principalmente a hombres, por lo que las pruebas diagnosticas, marcadores de la
enfermedad y tratamientos han sido enfocadas hacia este sexo *4. Sin embargo, cada vez
son mas estudios los que demuestran que hay diferencias en la prevalencia, fisiopatologia
y tratamiento en las enfermedades cardiovasculares en cuanto al sexo y su consideracion
€S un paso hecesario e importante en el desarrollo y aplicaciéon de la medicina
personalizada.

Esta necesidad se evidencia cuando realizamos busquedas y revisiones sistematicas de
estudios biomédicos cuyos datos estan disponibles en los repositorios de acceso publico.
En muchos de estos estudios encontrados en relacion a enfermedades cardiovasculares,
no se presentaba la identificacion del sexo en sus muestras o bien, el estudio estaba
centrado en hombres, sin ninguna muestra representativa de mujeres. En definitiva, se
constata una falta de inclusién de la perspectiva de sexo con una clara infrarrepresentacion
de mujeres en los estudios biomédicos en este grupo de patologias, incluso aunque el
objetivo de la mayoria de estos trabajos fuera la deteccion de biomarcadores de la
enfermedad en poblacion general.

Principios FAIR

Por este motivo, sumado a la necesaria estandarizacion de los datos en diferentes areas
de la ciencia, es por lo que diferentes expertos propusieron los principios FAIR # (Findable,
Accesible, Interoperable and Reusable), para promover una buena practica para la gestion
y administracion de datos cientificos. La implantacion de estos requerimientos son
necesarios en cada vez mas investigaciones, como por ejemplo las enmarcadas en el
programa Horizonte 2020 de investigacién e Innovaciéon de la Unién Europea. Su
aplicacion permitird llevar a cabo estudios in silico libre de sesgos y que proporcionen una

informacion relevante con una mayor potencia en los abordajes.

Caracterizacion de los mecanismos diferenciales por sexo de las
enfermedades

En este estudio, se ha procedido a analizar los datos disponibles en repositorios publicos,
tanto a nivel individual como de forma conjunta con el metaandlisis con el fin de describir
los procesos moleculares alterados de forma diferencial en hombres y mujeres en dos de
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las enfermedades cardiovasculares mas frecuentes y que mayor nimero de muertes
producen a nivel mundial . Para ello, hemos tenido que trabajar con datos procedentes de
diferentes proyectos, con diferentes objetivos, diferentes tipos de tejido, distintas
plataformas y sin una nomenclatura estandarizada para los metadatos. Es por ello que la
revision sistematica y el metaandlisis han sido las herramientas de eleccion para integrar
todos estos datos con el fin de obtener resultados mas precisos y robustos?*2¢. Con ello,
hemos podido encontrar un gran nimero de funciones alteradas de forma diferencial en la
enfermedad de las arterias coronarias (tabla 4.23), sin embargo, algunas limitaciones han
sido el nimero reducido de estudios seleccionados y el nUmero de muestras, ya que en el
caso de la estenosis aodrtica, solo dos de los estudios cumplian los criterios de inclusion,
por lo que finalmente no se ha realizado el metaanalisis en esta enfermedad (ademas en
uno de los dos estudios, solo se disponian de 1 mujer en el grupo control (tabla 4.3)).

Estenosis adrtica

Como se ha comentado anteriormente, solo se ha realizado el analisis individual de uno de
los dos estudios (E-MEXP-3684) por falta de muestras representativas de mujer control en
el estudio GSE10161.

En el andlisis individual del estudio seleccionado se encontraron un gran numero de
funciones diferencialmente representadas en hombres y en mujeres (tabla 4.15). Entre los
procesos bioldgicos con resultado significativo, en mujeres hay una mayor representacion
de las funciones relacionadas con el metabolismo mitocondrial (figura 4.29, tabla a3), al
igual que aparecen componentes celulares relacionados con la cadena transportadora de
electrones en los resultados significativos (figura 4.30, tabla a4), todos ellos con un valor
LOR positivo. Los resultados de las funciones moleculares con resultado significativo (tabla
a5) también muestran funciones relacionadas con el metabolismo energético por parte de
las mitocondrias. Todos estos resultados apoyan a que en mujeres hay una mayor
preservacion de la funcién mitocondrial con respecto a los hombres.

Hay estudios que confirman que en mujeres con enfermedades cardiovasculares hay una
mejor preservacion de la funcién mitocondrial en relacién a los hombres*’, por lo que
apoyaria los resultados obtenidos en este estudio. En concreto, el metabolismo mitocondrial
y la produccién de energia también estan regulados por los estr6genos, que actlan sobre
los receptores de estrégenos presentes en las mitocondrias*®, llevando a cabo un aumento
de la expresion de proteinas mitocondriales y la regulaciéon de su funcién. Por este motivo,
también se ha reportado en un estudio que el tratamiento con estrdgenos puede recuperar
la funcién mitocondrial cardiaca de mujeres con menopausia“®®.

En hombres destacan los procesos biolégicos relacionados con la regulacion del sistema
inmune, principalmente la quimiotaxis de linfocitos T (G0:0010818) y su regulacion negativa
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(G0:0045060), la secrecion de citoquinas (GO:0050707) y la respuesta inmune mediada
por inmunoglobulinas (GO:0016064), que tuvieron los valores de LOR mas negativos (tabla
a3). En componentes celulares también aparecen componentes relacionados con el
sistema inmune, como son los receptores de linfocitos T (G0:0042101) y el complejo mayor
de histocompatibilidad (GO:0042613) y funciones moleculares relacionadas con el
reconocimiento de patrones celulares mediadas por receptor (GO:0038187). Se ha
reportado infiltracion de linfocitos T en pacientes con estenosis aodrtica, que conlleva un
aumento del dafio producido por la enfermedad®®.

En un estudio bioinformatico reciente que sigue una estrategia similar al presente estudio,
en el que se analizan los marcadores genéticos de la estenosis adrtica también aparecen
la respuesta inmune y la quimiotaxis como principales funciones alteradas por la
enfermedad®?, por lo que apoyaria los resultados obtenidos en los andlisis realizados en
este estudio, sin embargo, no se aplica la perspectiva de sexo. También hay estudios que
demuestran que hay diferencias en cuanto al sexo en la expresion de genes reguladores
de la inflamacién y la fibrosis, con una menor activacién de estos procesos en mujeres con
respecto a los hombres®253,

Enfermedad de las arterias coronarias

En el caso de los estudios de la enfermedad de las arterias coronarias, no se han
encontrado funciones compartidas por todos los estudios (figuras 4.34 y figuras al - ab5)
para ninguna de las diferentes anotaciones funcionales utilizadas. Sin embargo, el MA si
gue mostré algunas funciones significativas (p-valor ajustado inferior a 0.05), demostrando
gue es una potente herramienta para analizar datos de diferentes estudios.

Entre estas funciones, destacan los procesos biolégicos relacionados con la organizacion
de mitocondrias (GO:0007005), generacion de metabolitos precursores y energia
(GO:0006091) y procesos de detoxificacion celular(GO:1990748). Todos ellos estan
ligeramente sobrerrepresentados en mujeres con respecto a hombres (LOR positivo). En
hombres, solo se ha encontrado el proceso metabdlico relacionado con la respuesta celular
a la vitamina D (G0O:0071305) como funcién mas sobrerrepresentada en hombres con
respecto a mujeres. Diferentes estudios®*>® demuestran los efectos beneficiosos de la
vitamina D contra la enfermedad de las arterias coronarias. La deficiencia de vitamina D
estd asociada a varias enfermedades inflamatorias crénicas como son la diabetes y la
obesidad, que son fuertes factores de riesgo para desarrollar la enfermedad de las arterias
coronarias®. Hay estudios que demuestran que en mujeres con enfermedades
cardiovasculares hay una mejor preservacion de la funcion mitocondrial y un mayor numero
de procesos de detoxificacion*’, por lo que se generan menos radicales libres que puedan
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afectar al desarrollo de la enfermedad y estos resultados apoyan los obtenidos en el MA.

Los resultados para los componentes celulares (tabla 4.25) apuntan a que hay una mayor
representacion de funciones relacionadas con las membranas internas y externas de los
organulos, entre ellos las mitocondrias (GO:0005741) en mujeres en relaciébn con hombres,
en los que en hombres los componentes celulares significativos estan mas relacionados
con el nucleosoma (GO:0000786, GO:0000788), que es el organulo encargado de la
organizacion de la cromatina. También hay una mayor representacion de funciones de
interaccion ADN-proteina (GO:0032993) y su empaqguetamiento (GO:0044815) en hombres
con respecto a mujeres. Hay algunos estudios*’ que demuestran cémo cambios
epigenéticos pueden intervenir en la enfermedad de las arterias coronarias, aunque no son
NuUMerosos.

Entre las funciones moleculares alteradas en la enfermedad de las arterias coronarias, los
resultados apuntan a que en mujeres hay una mayor representacion de funciones
relacionadas con el proceso de transporte transmembrana (G0O:0008320 y GO:0008565),
funciones antioxidantes (G0O:0016209) y actividad oxidorreductasa (G0:0016684), por lo
gue podria estar relacionado con una mejor preservacion de estas funciones como se ha
comentado anteriormente. Hay estudios*’°® que demuestran cémo en pacientes con la
enfermedad de las arterias coronarias hay un aumento de los fendbmenos de peroxidacion
de lipidos de membrana y enfermedades como la Diabetes Mellitus, hipertension y habitos
como fumar aumenta la produccion de radicales libres y estrés oxidativo, con lo que inducen
el dafio en la vasculatura de las arterias®*’.

En hombres en cambio, los resultados del MA para las funciones moleculares apuntan a
funciones de transduccion de sefiales, con la actividad de Rac Guanilil ciclasa
(G0:0030676) y fosfatidil inositol trifosfato kinasa (GO:0035004).

Por lo tanto, como se ha comentado anteriormente, los resultados del MA muestran como
hay un gran nimero de funciones que estan alteradas de forma diferencial en hombres y
en mujeres en diferentes enfermedades cardiovasculares. Dada la importancia de estas
enfermedades en la sociedad, siendo la primera causa de muerte en los paises de ingreso
medio®’, es importante la inclusién del sexo en los estudios biomédicos, ya que se ha
encontrado un vacio representativo en la informacion del sexo en los estudios, lo que puede
dificultar la generalizacion y aplicacion de los avances cientificos a la poblacién general y
ademas, conocer las diferencias en cuanto al sexo podria permitir un mejor diagnéstico y
desarrollo de tratamientos especificos.
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6. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El metaanalisis es una herramienta robusta para la evaluacion e integracién de
datos 6micos procedente de la seleccion sistematica de estudios disponibles en
bases de datos publicos.

Los resultados del andlisis del estudio individual de estenosis adrtica apuntan a que
hay una sobrerrepresentacion de funciones relacionadas con el sistema inmunitario
en hombres, mientras que en mujeres hay un mayor nimero de funciones
relacionadas con el mantenimiento del metabolismo mitocondrial.

El MA para la enfermedad de las arterias coronarias identifica una mayor
sobrerrepresentacion de funciones relacionadas con la organizacién y funcién
mitocondrial en mujeres, ademas de procesos relacionados con la detoxificacion,
mientras que en hombres, las funciones estan mas relacionadas con la estructura y
cambios epigenéticos en el ADN y la transduccion de sefales.

La estrategia seguida en este estudio ha permitido detectar y caracterizar
molecularmente las diferencias en cuanto al sexo en pacientes con enfermedades
cardiovasculares mediante un abordaje in silico de datos 6micos.

Es necesaria la inclusion del sexo en los estudios biomédicos con el fin de obtener
resultados mas precisos para el desarrollo y la aplicacion de la Medicina
Personalizada.

Este trabajo es el punto de partida para la revision actualizada de otros estudios de
estenosis aodrtica que se incorporen proximamente en los repositorios publicos, y
gue permitan un abordaje completo como el realizado en la enfermedad de las
arterias coronarias. Asimismo también constituye una primera parte de un proyecto
donde se evaluaran los mecanismos diferenciales por sexo en otras enfermedades

cardiovasculares de interés.
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Anexo |: Tablas

Software Version

R 351

Tabla al: Software utilizado durante el trabajo.

Paquete Version
Biobase 2420
AnnotationDbi 1.44.0
ArrayExpress 1.42.0
biomaRt 2.38.0
clusterProfiler 3.10.1

dplyr 0.8.3

edgeR 3.24.3
GEOquery 2.50.5
ggdendro 0.1-20

ggplot2 3.1.0

GO.db 3.7.0

hgul33a.db 3.23

hgul33a2.db 3.23

hgug4112a.db 3.23

hgug4110b.db 3.23

hipathia 141

hugenelOsttranscriptcluster.db 8.7.0

KEGG.db 3.23

limma 3.36.5

mdgsa 1.14.0

metafor 2.4-0

org.Hs.eg.db 3.7.0
SummarizedExperiment 1.12.0

UpSetR 1.4.0

venn 1.9

Tabla a2: Paquetes utilizados durante el desarrollo del trabajo.
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ID nombre lor padj

G0:0045060 negative thymic T cell -1.1828 0.000750011520474433

selection
G0:0045577 regulation of B cell -1.1454 0.0027710480511049

differentiation

G0:0050707 regulation of cytokine -1.1203 0.00397884858864327

secretion
G0:0010818 T cell chemotaxis -1.0847 0.00156586432952338
G0:0016064 immunoglobulin -1.0780 0.000271293061527686

mediated immune

response

G0:0006123 mitochondrial electron 1.8334 2.20778267062629e-06
transport, cytochrome
c to oxygen
G0:0015986  ATP synthesis coupled 1.8974 1.32125697617312e-14
proton transport
G0:0032981 mitochondrial 1.9176 9.69012377119649e-103
respiratory chain
complex | assembly
G0:0006120 mitochondrial electron 1.9933 2.3090880546585e-93
transport, NADH to
ubiquinone

GO0:0006122 mitochondrial electron 2.0948 9.54620171095298e-34

transport, ubiquinol to
cytochrome ¢

Tabla a3: Seleccién de procesos bioldgicos significativos para la estenosis adrtica.
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nombre

lor

pad

G0:0042101 T cell receptor complex -1.3089 8.75292224312854e-05
G0:0043020 NADPH oxidase complex -1.0209 0.000700918529222509
G0:0008305 integrin complex -0.8708 4.27970766621263e-05
G0:0045095 keratin filament -0.8273 1.90027860063946e-12
G0:0042613 MHC class Il protein complex -0.8221 0.00477741853452385
G0:0005750 mitochondrial respiratory 1.9671 1.09678810650007e-25
chain complex IlI

G0:0045263 proton-transporting ATP 1.9725 1.00082224628539e-09

synthase complex, coupling

factor F(0)
G0:0070469 respiratory chain 2.0017 4.99464928171677e-
104

G0:0005753 mitochondrial proton- 2.0239 1.15293171403073e-19

transporting ATP synthase

complex

G0:0000276 mitochondrial proton- 2.2056 7.956984569804e-61

transporting ATP synthase
complex, coupling factor F(o)

Tabla a4: Seleccion de componentes celulares significativos para la estenosis adrtica.
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ID nombre lor padj
G0:0071723 lipopeptide binding -1.26656357833959  6.89518962890886e-05
G0:0038187 pattern recognition receptor  -1.14030137428015 0.000400108676570827

activity
G0:0008381 mechanosensitive ion -1.09054343879804  0.00288539727111198
channel activity
G0:0038024 cargo receptor activity -1.03717758196001  0.00123306832121558
G0:0016175 superoxide-generating -0.994108067701126  0.00872812284666778
NADPH oxidase activity
G0:0003735 structural constituent of 1.32245382403338  4.05335089750574e-66
ribosome
G0:0008276 protein methyltransferase 1.32891065098414  1.25541730350868e-07
activity
G0:0046933 proton-transporting ATP 1.66193772939245  4.51861162088849e-08
synthase activity, rotational
mechanism
G0:0003954 NADH dehydrogenase 1.69238105854673  7.53416168036653e-24
activity
G0:0008137 NADH dehydrogenase 1.91123073674853  3.80468694222503e-19

(ubiquinone) activity

Tabla a5: Seleccion de funciones moleculares significativas para la estenosis adrtica.
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ID nombre lor padj
5340 Primary -0.854490500963436 8.07299627185268e-06
immunodeficiency
5332 Graft-versus-host -0.795072039334505 3.90794616197172e-05
disease
5330 Allograft rejection -0.767311838356518 9.51708511394793e-05

5150 Staphylococcus aureus -0.765828193510989 6.22628845287202e-07

infection
920 Sulfur metabolism -0.714728703884114 0.0482308300114217
4260 Cardiac muscle 0.993684793446084 3.71467516451591e-11
contraction
5016 Huntington disease 1.01854302902146 2.61107088205264e-29
3010 Ribosome 1.29919143893833 2.5175116143707e-36
5012 Parkinson disease 1.41807791120547 4.80622353124916e-20
190 Oxidative 1.4259357893096 2.57430168094056e-15
phosphorylation

Tabla a6: Rutas KEGG significativas para la estenosis aortica.




ID lor

padj

R-HSA-2029481 -1.22788698506382

0.000993834346450937

R-HSA-202430 -1.19220273270336

7.36031356841407e-08

R-HSA-202427 -1.17148361076996

7.39514874964144e-09

R-HSA-2453864 -1.00493439546486

0.000284853035143232

R-HSA-2474795 -1.00493439546486

0.000284853035143232

R-HSA-1428517 1.54921792747746

6.47776070582661e-74

R-HSA-163210 1.82481314525744

2.43803211426429¢e-12

R-HSA-163200 1.830365991358

5.04808332266514e-84

R-HSA-611105 1.91014253097134

1.49861918593415e-107

R-HSA-6799198 1.97680907869365

6.50720183917935e-124

Tabla a7: Rutas Reactome significativas para la estenosis aortica.
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Anexo II: Figuras
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Figura al: Diagramas Upset para los componentes celulares compartidos por los estudios de
enfermedad de las arterias coronarias. A la izquierda las funciones con LOR negativo y a la derecha
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Figura a2: Diagramas Upset para las funciones moleculares compartidas por los estudios de
enfermedad de las arterias coronarias. A la izquierda las funciones con un LOR negativo y a la

derecha las funciones con un LOR positivo.
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Figura a3: Diagramas Upset para las rutas KEGG compartidas por los estudios de enfermedad de
las arterias coronarias. A la izquierda las rutas con un LOR negativo y a la derecha las rutas con un

LOR positivo.
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Figura a4: Diagramas Upset para las rutas Reactome compartidas por los diferentes estudios de
enfermedad de las arterias coronarias. A la izquierda las funciones con LOR negativo y a la derecha

las funciones con un LOR positivo.
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Figura a5: Diagramas Upset para las funciones HPO para la enfermedad de las arterias coronarias.

A la izquierda las funciones con un LOR negativo y a la derecha las funciones con un LOR positivo.
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Figura 6: Resultados del MA para el gen con identificador Entrez 83606.
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Figura a7: Resultados del MA para el gen con identificador Entrez 441178.
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Figura a7: Resultados del MA para el gen con el identificador Entrez 643006.
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